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      چكيده

 
اكسيداني التهابي و آنتيباشد. گياه رزماري داراي خواص ضدمي زنان در شايع سرطان دومين رحم دهانه سرطانزمينه و هدف: 

كننده آپوپتـوز، سيرهاي القامتواند به واسطه ترشح برخي مدياتورهاي التهابي و فعال كردن برخي باشد. انگل ليشمانيا ميقوي مي
عصاره  واه رزماري سرطاني عصاره گيات ضدهاي سرطاني شود. اين مطالعه با هدف بررسي اثرسبب كاهش رشد و متاستاز سلول

  هاي سرطاني گردن رحم (هلا) صورت گرفت.ليشمانيا روي سلول
) كه HeLaانسان ( تليال گردن رحمهاي مشتق شده از بافت اپياين مطالعه تجربي پس از كشت و تكثير سلولدر  كار:  روش

و  200، 150، 100، 50ري (ها در مجاورت دوزهاي مختلف ليشمانيا و عصـاره رزمـااز انستيتوپاستور ايران تهيه گرديد، اين سلول
 ن مدت انكوباسـيون، از روشساعت انكوبه شدند. پس از پايا 72و  48 ،24قرار گرفتند و به مدت (ميلي گرم بر ميلي ليتر)    250

  استفاده شد. اهعصاره آپاپتوز ناشي از-و ميزان نكروز تعيين سميت سلوليو فلوسايتومتري جهت  MTT آزمون رنگ سنجي
 HeLaهـاي  سلول نشان داد كه اين عصاره اثر ضد سرطاني وابسته به دوز و زمان بر MTT نتايج حاصل از تست ها:يافته

غلظت مهاركنندگي  .ساعت بيشترين درصد مرگ سلولي مشاهده شد 72دارد، به طوري كه با افزايش غلظت عصاره و انكوباسيون 
 عصاره رزماريو  115/83   ساعت براي عصاره ليشمانيا 24هاي سرطاني در زمان  براي سلول) IC50ا (ه رصد رشد سلولد 55

درصـد از  43/15ا و هاي تيمار شـده توسـط عصـاره ليشـماني درصد از سلول 35/1 به دست آمد. ميلي گرم بر ميلي ليتر 123/61
  .گرفتند هاي نكروزي قرار هيستوگرام فلوسايتومتري در مكان سلولهاي تيمار شده توسط عصاره رزماري در  سلول
رشد اين اند باعث مهار تومي HeLaسرطاني  هايسلول بر زمان و دوز به وابسته اثر با ليشمانيا و رزماري عصاره گيري:نتيجه
  ت.رطان بهره جسس در درمان هاتوان از تركيبات آنرسد با تحقيقات بيشتر در آينده، ميها شود؛ لذا به نظر ميسلول
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Evaluation of anticancer effects of rosemary extract and Leishmania 
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Abstract   

 
Background: Cervical cancer is the second most common cancer in women. 
Various experiments on rosemary have confirmed that the plant has potent anti-
inflammatory and antioxidant properties (one of the most important risk factors for 
the development and progression of cancer). Leishmania parasite can decrease the 
growth and metastasis of cancer cells by secreting certain inflammatory mediators 
and activating some of the pathways that induce apoptosis. The aim of this study 
was to investigate the anticancer effects of Rosemary extract and Leishmania 
extract on cervical cancer cells (HeLa). 
Methods: In this experimental study, after cultivation and propagation of HeLa -
derived cells purchased from the Pasteur Institute of Iran, these cells were exposed 
to different doses of Leishmania parasitica and Rosemary extract (50, 100, 150, 200 
& 250 mg/ml) and incubated for 24, 48 and 72 hours. After incubation, MTT 
method and flowcytometry were used to determine the toxicity of the extracts. 
Results: The results of MTT test showed that the extract had concentration 
inhibition effect on dose and time of HeLa cells, with the highest concentration of 
extract and incubation of 72 hours, the highest percentage of cell death was 
observed. Concentration of 50% Cell Growth (IC50) for cancer cells in 24 hours for 
Leishmania extract was 110.83 mg/ml and Rosemary extract of 123.61 mg/ml. 1.30 
% of the cells treated with Leishmania extract and 15.43% of the cells treated with 
rosemary extract in the flowcytometric histogram were placed in the necrosis cells. 
Conclusion: Leishmania and Rosemary extract through dose and time dependent 
effect prevent growth of HeLa cancer cell line. It seems with further research, it can 
be used for cancer treatment. 
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  مقدمه

 تـرينرحم شـايع گردن سرطان سينه، سرطان از پس
 ويروس ابتلا به اثر بر سرطان است. اين زنان در سرطان

 فـرد با تماس جنسي طريق از و ايجاد انساني پاپيلوماي
اي رده HeLaهـاي . سلول)2و 1(شود مي  منتقل مبتلا

 از 1951 سـال در كـه اسـت انسـاني سرطاني سلول از
 از بسـياري در اكنـون و شـد جـدا رحـم سرطان گردن

 قـرار استفاده مورد سرطاني هايروي سلول بر مطالعات
 شيميايي داروهاي از كه بسياري آنجا از .)4و3(گيرد مي

 ... و كليـوي هـاي گوارشـي، آسـيب اخـتلالات باعـث
 هسـتند داروهـايي دنبال يافتن به دانشمندان شوند،مي
 شـيميايي داروهاي نسبت به كمتري جانبي عوارض كه

 توجـه مـورد گياهان دارويي راستا اين در باشند، داشته
 همـراه علـت دارويـي بـه گياهـان .اند گرفته قرار بسيار
 دارويـي با اثـر تركيب با همراه ديگري تركيبات داشتن
 بـه داروهـاي نسـبت كمتـري جـانبي عـوارض از خاص

تا به امروز مشخص شده كـه  .)5(برخوردارند  شيميايي
بســياري از گياهــان رايــج داراي خــواص كموپروتكتيــو 

باشند، از جمله اين (حفاظت كننده در برابر سرطان) مي
(سـير، پيـاز و  Alliumتوان به اعضاي گونـه گياهان مي

موسير)، اعضاي خـانواده  نعناععيـان (ريحـان، نعنـاعع، 
) و اعضــاي خــانواده (زنجبيــل و آويشــن و رزمــاري

رزماري نيز يكـي از گياهـاني . )6(زردچوبه) اشاره نمود 
بـالايي دارد. امـا  است كه خاصـيت آنتــي اكسـيدانتي

توجه  چيزي كه به تازگي و در يكي دو دهه اخير مـورد
 محققان قرار گرفتـه اسـت خواص ضد سرطاني و آنتـي

ف ضد توموري از اثرات مختل باشد.كارسينوژنيك آن مي
زايي، القـاي تمـايز سـلولي قبيل القاي آپوپتوز، ضد رگ

همچنين خواص آنتي اكسيداني، ضـد التهـابي و تغييـر 
متابوليسم كارسينوژني در عصاره گياه رزماري مشـاهده 

 داراي و معطـر بسـيار پايـا، رزماري گيـاهي شده است.
 بـه متـر كـهسـانتي 100-50ارتفاع  به چوبي هايساقه
 نـواحي در مخصوصاً ايمناطق مديترانه در خودرو حالت

داراي  چــون. رويــدمــي صــغير آســياي تــا آن ســاحلي
 بــوي و خــاص زيبــايي اســت و دائمــي ســبز هــايبرگ

 و هـابرگ يابد.مي پرورش نواحي غالب در دارد مطبوعي

فـرار  هـاياسـانس حـاوي رزماري دارگل هايسرشاخه
ــامل اســترها ــتات،  ش ــول، اس ــالولبورنئ ــامفور؛  لين و ك

فلاوونوئيدها شـامل ديوسـمين، اپيـژنين و ديوسـمتين؛ 
و  اسـيد، پيكروسـالوين كارنوسـيليك شـامل هاترپندي

 اورسوليك شامل اسيدها ترپنيك رزماري كوئينون؛ تري
 شـامل اسـيدها اسـيد؛ و كارنوسـيك اسيد و اولئانيـك

 ضد مدر، اثر داراي رزماري گياه .)7(باشد مي رزماريسين
 بسـيار نيرودهنده و معده مقوي باشد.مي صفرابر تشنج،
 قابض و دهنده التيام نيز خارجي است. در استعمال قوي

  .)8(است 
ياختـه تريپانوزوماتيـد و اي است از تكسرده ليشمانيا

و نگل ليشمانيا جز. ااست ليشمانيوز عامل بيماري انگلي
ز ادار دار است. در بدن ميزبان مهرههاي تاژكتك ياخته

 هها بـهاي بيگانه خوار بافتجمله انسان در داخل سلول
ميكـرون رشـد و  2-4رد يا تخم مرغي با اندازه شكل گ

ه ككند. در ميزبان بي مهره يا پشه خاكي تكثير پيدا مي
شـكل ه در محيط كشت ب چنينناقل بيماري است و هم

انگلي دراز، دوكي شـكل، متحـرك و داراي يـك رشـته 
ر د. در دخالت ليشمانيا )9(د باشنام تاژك ميه باريك ب

رطاني، سـازوكارهاي مختلفـي هاي سفرايند مهار سلول
زوكارهاي مداخلـه باشد. يكي از مهم ترين سادخيل مي

هاي سرطاني، فعال كردن گر در مهار و يا سركوب سلول
مســيرهاي آپوپتوتيــك وابســته بــه برخــي فاكتورهــاي 
محيطي مي باشد. ايـن فاكتورهـاي كـه بعضـاً مـاهيتي 
پروتئيني دارند، به دليل حضـور انگـل در محـيط بـدن 

هاي مطـرح ميزبان آزاد مي شود. از مهـم تـرين نظريـه
شده در اين زمينه وارد شدن مراحل خاصي از انگل بـه 

ـــلول ـــل س ـــرطاني ميداخ ـــل هاي س ـــد. مراح باش
پروماستيگوتي و متاسيكليك سـبب آسـيب شـديد بـه 

  .)10(شود هاي سرطاني ميهاي سلولتوده
آزمايش هـا و تحقيقـات مختلفـي كـه بـر روي گيـاه 

اري انجام گرفته است مؤيد اين مطلب است كه اين رزم
اكسـيداني قـوي گياه داراي خواص ضد التهـابي و آنتـي

فاكتورهـاي ايجـاد و  تـرين ريسـكباشد (كه از مهممي
)؛ اما هنوز هم آزمايش هاي )11(پيشروي سرطان است 

بيشتري براي اثبـات مـؤثر بـودن ايـن گيـاه در درمـان 
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مطالعه بررسي اثرات ضـد  سرطان لازم است. هدف اين
سرطاني عصاره گيـاه رزمـاري و عصـاره ليشـمانيا روي 

ــلول ــورت س ــلا) ص ــم (ه ــردن رح ــرطاني گ ــاي س ه
  خواهدگرفت.

  
  روش كار  

در ايـن مطالعـه : كشت و آماده سازي انگل ليشـمانيا
) در ابتدا سويه ليشمانيا ماژور با كـد   vitro in (تجربي

ايـران  پاستور انستيتو از  MRHO/IR/75/ERاستاندارد 
تهيه شد. جهت رشد انگل در بدن موجود زنـده، سـويه 

 تلقـيح Balb/c مـوش دم قاعـده هاي خريداري شده به
جهت به حداقل رساندن ميزان آلودگي ميكروبـي،   شد.

همه اصول آسپسي و استريليزاسيون تزريق رعايت شـد. 
 از تزريـق انگـل، در هفته 4 حدود سپس بعد از گذشت

 منبـع كـه شـد ليشـمانيوز ايجـاد تلقـيح زخـم محـل
 مـوش اتوپسـي با بود. كشت براي نياز مورد آماستيگوت

 لنفـاوي، غـدد مثل بافت هاي درگير تلقيح و آلوده هاي
 اصـلاح N.N.Nمحيط كشـت  داخل به طحال يا و كبد

 رشـد، از پـس . گرفـت انجـام كشـت عمـل شـده،
-RPMIبه محيط NNN محيط  اين از ها پروماستيگوت

واحـد  100، پني سيلين ( FCSدرصد  10حاوي  1640
ميكـرو گـرم در  50در ميلي ليتـر) و استرپتومايسـين (

ميلي ليتر) در دماي مناسـب نگهـداري شـد. انگـل بـه 
دست آمده جهت بالابردن تعداد، به تعداد سه يـا چهـار 

با رعايـت اصـول آسپسـي (رعايـت   بار كشت داده شد.
از كشـت چهـارم بـه بعـد بـراي اصول استريليزاسيون)، 

بررسي مواد توكسوژنيك استفاده گرديـد. ايـن امـر بـه 
دليل رساندن انگل به حـداكثر تعـداد خـود مـي باشـد. 

هاي به دست آمده بعد از سه بار شستشو پروماستيگوت
فاقد  RPMIمتيل سولفوكسايد به محيط -با محلول دي

بـازه آنتي بيوتيك منتقل شد. به زمان بندي مناسب در 
ساعت نمونـه هـاي  72و  48،  24،  12،  6هاي زماني 
دقيقـه  15دور در دقيقـه بـه مـدت  5100انگل با دور 

سانتريفيوژ شد و محلول رويـي از فيلترهـاي مخصـوص 
عبور داده شد تا انگل هاي باقي مانده حذف شوند. مواد 
حاصل به عنوان مواد دفعي ترشحي مورد اسـتفاده قـرار 

 -70ام آزمايش هاي ديگـر در دمـاي گرفت و جهت انج
  داري شدند.سانتي گراد نگه

گـرم  200بدين منظور : ي اتانولي رزماريعصاره تهيه

از گياه آسياب شده رزماري توسط ترازوي ديجيتال وزن 
ميلي ليتري ريخته شد و به  1000گرديد و در يك بشر 

اضافه گرديد. مخلـوط  ٪95ميلي ليتر اتانول  1000آن 
اي هر چند ساعت يك بار به كمك همزن شيشهمذكور 

سـاعت، توسـط گـاز  24هم زده شد و پـس از گذشـت 
لايه و قيف صاف گرديـد. بـراي جـدا كـردن  4استريل 
هاي موجود در عصاره مورد نظر، سانتريفيوژ بـا ناخالصي

دقيقه بـا دمـاي  20دور در دقيقه و به مدت  2500 دور
ي صاف شده به ارهگراد انجام گرفت. عصدرجه سانتي 4

دستگاه تقطير در خلاء براي خروج كامـل حـلال مـورد 
ميلـي  40نظر كه اتانول بود منتقل و عصاره تـا ميـزان 

 45/0تر گرديد. عصاره توسط فيلتـر سـرنگي ليتر غليظ
هـاي اسـتريل ميكروني استريل شـده و در ميكروتيـوب

داري درجـه سـانتي گـراد نگـه  -80تقسيم و در دماي 
  شد.
و  200، 150، 100، 50هــاي ر مرحلـه بعــد غلظــتد

ليتر از عصاره تهيه شد. يك گرم گرم بر ميليميلي 250
اي ريختـه از عصاره با ترازو وزن شد و در ظـرف شيشـه

سپس توسط قاشك فلزي در كنار شعله با اضافه كـردن 
 ,pH=7.2درصد در ( DMSO 1ليتر تدريجي يك ميلي

0.15 M (PBS ) ميلي گـرم بـر  1000كاملا حل گرديد
ميلي ليتـر). ايـن غلظـت از عصـاره بـه عنـوان ذخيـره 

داري شد. از درجه سانتي گراد نگه 2در دماي  (استوك)
هـاي مـورد غلظت PBSاين غلظت ذخيره با استفاده از 
ميكروليتر از  200، 200نياز تهيه شد. براي تهيه غلظت 

، بـراي تهيـه PBSاز ميكروليتـر  800محلول ذخيره با 
 900ميكروليتر از محلـول ذخيـره و  100، 100غلظت 

در ميكروتيــوب حــل گرديــد. بــراي  PBSميكروليتــر از 
  .)12(ها نيز به همين روش انجام شد ساير غلظت

 رده از مطالعـه ايـن در: هاي سلولي مورد بررسـيرده
) واقـع  NCBIكه از بانك سلولي ايران (  HeLaسلولي 

گرديـد.  در انستيتو پاستور ايران خريداري شد، استفاده
اين رده به صورت چسبيده به كـف فلاسـك رشـد مـي 

شـد؛ رنـگ كشت سلولي بايد مرتب كنتـرل مـي نمايد.
محيط در اثر اسيدي شـدن بـه زردي مـي گراييـد كـه 

 pHي رشد و متابوليسم بالاي سـلول و افـزايش نشانده
در اين صورت محـيط كشـت باشد كه محيط كشت مي
ها معمولاً بعد از شد. بسته به رشد سلولبايد تعويض مي

شـد. بـه ها تعويض مـيساعت محيط سلول 48گذشت 
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هـا را هاي استريل محيط قبلي سلولاين منظور با پيپت
محيط جديد بـه آن افـزوده  ميلي ليتر 5خارج و حدود 

ورت ها با درب نيمه بـاز (بـه منظـور صـشد. فلاسكمي
شد. سپس گرفتن تبادلات گازي) در انكوباتور قرار داده 

ها به ها و ذوب سلولمراحل پاساژ سلولي، انجماد سلول
ها به فلاسك انتقال داده شدند ترتيب انجام شد و سلول

ــاتور  ــه انكوب ــاي  2CO 5%و فلاســك ب درجــه  37و دم
  درصد قرار گرفت. 80و رطوبت  گرادسانتي

براي عصـاره  )50IC(درصدي 50تعيين غلطت كشنده 
براي بررسـي تـاثير عصـاره رزمـاري و : و انگل ليشمانيا

از  HeLaي ســلولي انگــل ليشــمانيا  بــر روي بقــاي رده
بـراي تهيـه محلـول  استفاده شـد. MTT روش سنجش

MTT كـه بـه طـور  ميلي گرم بر ميلي ليتر 5به غلظت
 50 ،شـوداسـتفاده مي MTTمعمول در روش سـنجش 

ــافر  10را در  MTTميلــي گــرم از پــودر  ميلــي ليتــر ب
ميكـرون  22/0سپس توسـط فيلتـر  ،حل كرده فسفات

هـزار  10ها (ليتر از سلولميكرو 100 گردد.استريل مي
 RPMI خانـه در محـيط   96سلول) در ظـرف كشـت 

ها درصد سرم كشت داده شدند. سلول 10، حاوي 1640
 5گـراد و جه سانتيدر 37ساعت در دماي  24به مدت 
ــد  ــاره 2COدرص ــدند. عص ــه ش ــل  انكوب ــاري و انگ رزم

 80، 40/1، 20/1، 10/1هايليشمانيا رقيق شده (غلظت
ــــه  640/1، 320/1، 160/1، 1/ ــــدام ب ــــر ك )، از ه

 .تكـرار اضـافه شـدند 3هاي جداگانه به صـورت چاهك
ــدت  ــه م ــيون ب ــت 24انكوباس ــه ياف ــاعت ادام  20 .س

به هـر چاهـك اضـافه  MTTنگ ميكروليتر از محلول ر
ساعت انكوباسيون ادامـه يافـت. مـايع  4كرده و به مدت

به هـر   DMSOميكروليتر  100رويي را حذف كرده، و 
چاهك اضافه شد. بعد از پيپتـاژ، جـذب در طـول مـوج 

 ELISA Reader (BioTekنانومتر بـا اسـتفاده از  590
ELx808) .بـه منظـور تبـديل خوانده شـد OD درصـد 

 حيات و درصد شد استفاده زير فرمول از زنده هايسلول
ساعت  72و  48، 24از  پس غلظت، هر مورد در هاسلول

  .)13(محاسبه گرديد 
  ൈ ܦܱ	تست 100

  درصد توانايي زيستي= ൙ܦܱ	شاهد

  
حيـات  غلظتي از تركيبات مورد آزمـايش كـه درصـد

 50IC )The half سلولي را به نصف تقليل دهد به عنوان
maximal inhibitory concentrationگرفتـه ) در نظر 

  شد.
 PIو Annexin آميـزي بررسي آپوپتوز به وسيله رنـگ

ســلول در هــر لولــه  510ൈ 5-1ابتــدا : فلوســايتومتري
 500بـه حجـم  1XBinding Bufferريخته شـده و بـا 

هـا بـا ميكروليتر رسانده شد. براي حذف محيط، سـلول
PBS   .توجـه: رنـگ «شستشو داده شدندFITC  بـاPI 

همپوشاني دارند و براي تنظيم صحيح و رفع همپوشاني 
) Compensationهــا، بايــد تصــحيح همپوشــاني (رنــگ

صورت گيرد. براي اين منظور چهار لوله مورد نياز است. 
بــه عنــوان مثــال يــك لولــه بــدون رنــگ، لولــه حــاوي 

Annexin V-FITC  لوله حاوي رنگ ،PI  و لوله آخر كه
لولـه اول كـه » اسـت.  PIو  FITCداراي هـر دو رنـگ 

درجه نگه داري شد.  4همان سلول بدون رنگ است در 
– Annexin V ميكروليتـر  5به لوله دوم و لوله چهارم 

FITC )ab-14085 دقيقه در  15) اضافه شده و به مدت
درجه سانتي گراد و در تاريكي انكوبـه گرديـد.  4دماي 
 1هـــا بـــا از اتمـــام زمـــان انكوباســـيون، لولـــهپـــس 
شستشـو داده شـده و   Binding Buffer 1Xليتـرميلي

دقيقـه )  5دور در دقيقه بـه مـدت  1500سانتريفيوژ (
ميكروليتـر  500انجام شد. محلول رويي خـارج شـده و 

اضـافه گرديـد. در زمـان  Binding Buffer 1Xديگر از 
 PIميكروليتـر  3ارم ها، به لوله سوم و چهخوانش نمونه

ها با آزمون آناليز واريـانس تحليل آماري دادهاضافه شد. 
افـزار از نرم بـا Tukeyيك طرفه و به دنبال آن آزمـون 

SPSS  در سـطح دارييجهت بررسي و معنـ 24نسخه 
)05/0P≤( صورت گرفت .  

  
  هايافته

تحـت ) HeLa( هـاي سـرطانينتايج نشان داد، سلول
عصـاره را  هاي بارز و وابسـته بـه دوزتأثير عصاره تفاوت

دوز  نشان دادند. به طوري كـه بـه تـدريج و بـا افـزايش
.  نتـايج حاصـل از كمترين درصد زيستايي مشاهده شد

اثر عصاره ليشمانيا بر رده سلول سرطاني هـلا در مـدت 
ها ساعت نشان داد كه با افزايش غلظت عصاره 24زمان 

به طوري كه كمترين يابد درصد بقاي سلولي كاهش مي
ليتـر گـرم بـر ميلـيميلـي 200بقاي سلولي در غلظـت 

عصـاره ليشـمانيا در مـدت  IC50مشاهده شد. غلظـت 
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بـود.  ميلي گرم بر ميلي ليتر 83/110ساعت   24زمان 
 وابسته ساعته كاهش درصد زيستايي 48در انكوباسيون 

 41به دوز مشاهده شد به طوري كه درصد زيسـتايي از 
 4ميلي گرم بـر ميلـي ليتـر) بـه  50غلظت ( درصد در

ميلي گرم بر ميلي ليتر)  كاهش  200درصد در غلظت (
 48عصاره ليشمانيا در مـدت زمـان  IC50يافت. غلظت 

ــر 19/61ســاعت   ــي ليت ــر ميل ــرم ب ــي گ ــود. ميل در  ب
زيســتايي  ســاعته نيــز كــاهش درصــد 72انكوباســيون 

درصـد  20 مشاهده شد به طوري كه درصد زيستايي از
 3ميلي گرم بر ميلي ليتـر) بـه كمتـر از  50در غلظت (
 ميلي گرم بر ميلي ليتر) كـاهش يافـت. 200درصد در (

نتايج حاصل از مطالعه حاضر نشان داد كـه نـرخ تكثيـر 
با افزايش غلظت عصـاره  HeLaي سلولي هاي ردهسلول
گـرم ميلي 250و  200، 150، 100، 50ليشمانيا (انگل 

يابـد، بـه طـوري كـه كمتـرين يتر) كاهش ميلبر ميلي
 200هــا مربــوط بــه غلظــت ميــزان تكثيــر ايــن ســلول

باشـد مـي ليشـمانياانگـل ليتر عصاره گرم در ميليميلي
  ). 1(نمودار 

: ي سـرطانيهابر رده سلول رزمارياثر سميت عصاره 
نشان داد كه عصاره رزماري توانسته  MTTنتايج آزمون 

هاي سرطاني در دوزهاي مختلف باعث مهار تكثير سلول

 نتايج مقايسه دوزهاي مختلف عصاره بـر روي رده شود.
سلولي سرطاني مورد مطالعه، وابسته به دوز بـودن ايـن 
تيمــار ســلولي را نشــان داد و بــا افــزايش دوز تيمــاري 

  ها كاهش نشان داد.عصاره، نوان زيستي سلول
، 24هـاي زمـاني مقايسه درصد رشد سـلولي در دوره

ساعت نشـان داد كـه عصـاره رزمـاري بـا دوز   72و  48
ســاعت  72زمــان  ميلــي گــرم بــر ميلــي ليتــر در 200

بيشترين اثـر خـود را گذاشـته و موجـب كـاهش رشـد 
عصـاره  IC50هاي سـرطاني شـده اسـت. غلظـت سلول

ساعت بـه ترتيـب  72و  48، 24رزماري در مدت زمان 
ليتـر بـود گرم بر ميلـيميلي 15/32و  52/72، 61/123

  ).2(نمودار 
ــار IC50 مقايســه ــاره رزم ــمانياعص ــر رده  ي و ليش ب

 50مهار (غلظت  50IC مقدار : HeLa يسرطان هايسلول
ي سـرطاني گـردن رحـم هابراي سلول )هاسلولدرصد 

 83/110ساعت  24تحت تيمار عصاره ليشمانيا به مدت 
 24ليتـر و عصـاره رزمـاري بـه مـدت گرم بر ميليميلي

 بنـابراين بـود. ميلي گرم بر ميلي ليتـر 61/123ساعت 
 مقـادير بـه از  بيشـتر عصاره رزماريبراي   50ICغلظت 
ــراي  دســت ــودعصــاره ليشــمانيا آمــده ب در نتيجــه، . ب
تر از حساس نسبت به عصاره ليشمانيا  HeLa هايسلول

  
  ساعت 72و  48، 24هاي عصاره ليشمانيا در زمان 50ICتعيين  -1نمودار 

  

  
  ساعت 72و  48، 24هاي عصاره رزماري در زمان 50ICتعيين  -2نمودار 
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  عصاره رزماري بودند.
دوزهـاي  نتـايج: يج فلوسايتومتري عصاره رزمـارينتا

سرطاني مورد مطالعه،  مختلف عصاره بر روي رده سلول
وابسته به دوز بودن اين تيمار سلولي را نشـان داد و بـا 
افزايش دوز عصاره رزمـاري آپوپتـوزيس افـزايش يافـت 

  ).1(شكل 
يي هـاسلول)، LLهاي زنده (سلول 1با توجه به شكل 

قـرار گرفتنـد و  LRناحيـه  دچار نكـروز شـده و در كه
)  URدارنـد (هايي كه آپوپتـوز تـاخيري همچنين سلول

آمـده  1هـا در جـدول قابل مشاهده است كه درصد آن
  است.

هايي كه دچار آپوپتوز اوليـه شـده در اين روش سلول
هـايي كـه را گرفتند و سلول Annexin فقط رنگ بودند

 هـا انـدكيدچار آپوپتوز ثانويه شدند و ديواره سلولي آن

رنـگ  PI و رنـگ  Annexin نفوذ پذير شده با دو رنـگ
را  PI رنـگ هايي كه دچار نكروز شده فقطه و سلولشد

يتومتري افلوســ Plot بــه خــود گرفتنــد و هــر كــدام در
هـاي مختلـف دسته جداگانه قرار گرفته و به اين ترتيب

  ).2(شكل  سلولي جدا شدند
هـاي بـا ) جمعيت سـلول2بر اساس اطلاعات (جدول 

 ساعت تيمار رده سلول سرطاني 72آپوپتوز اوليه پس از 
HeLa   درصد بـود، در حـالي  92/84با عصاره ليشمانيا

هـا بـا كه تحت تـاثير عصـاره رزمـاري جمعيـت سـلول
ر هـا بيـانگر تـاثيدرصـد بـود. داده 69/38آپوپتوز اوليه 

 بيشتر عصاره ليشمانيا در مقايسه با عصـاره رزمـاري بـر
  است. HeLaهاي سرطاني سلول

  
 

 
يك چهارم (ها براي چهار حالت ممكن جمعيت سلولهاي تيمار شده با عصاره رزماري. هاي فلوسايتومتريك نشان دهنده القاي آپوپتوز در سلولداده -1شكل 

). دهند؛ يك چهارم چپ، پايينمي ارائه PI و پروپيديوم يديدV منفي براي آنكسين هايهايي كه كنترليعني، سلول(هاي زنده : جمعيت سلول)quadrantها: 
هاي درگير در آپوپتوز تاخيري يا نكروز، مثبت ، سلول)يينمثبت؛ يك چهارم راست،پا V Annexinمنفي و  PI( شوندآپوپتوز مي هايي كه متحملجمعيت سلول

  لا).چهارم چپ، با مثبت هستند؛ يك PIصورت مكانيكي تخريب شده اند فقط از نظر  ، سلول هاي نكروتيك كه بهلا)هر دو رنگ؛ يك چهارم راست، با براي
  

  تيمار شده با عصاره رزماري HeLaروي رده سلول سرطاني  ي آزمون فلوسايتومتري بردرصد مرگ سلولي مشاهده شده به وسيله -1جدول 
هاي با آپوپتوز تاخيري وجمعيت سلول

  )URنكروز اوليه (
هاي با نكروزجمعيت سلول

  )ULتاخيري (نهايي) (
هاي باجمعيت سلول

  )LRآپوپتوز اوليه (
    )LLجمعيت سلول زنده (

1543  183 3869 4405 Events  
43/15  83/1 69/38 05/44 Gated %  
43/15  83/1 69/38 05/44 Total %  

  

 
  هاي تيمار شده با عصاره ليشمانياهاي فلوسايتومتريك نشان دهنده القاي آپوپتوز در سلولداده -2شكل 
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  گيريبحث و نتيجه
رشـد بافـت بـدخيم از ناحيـه در سرطان گردن رحم 

گردن رحم شروع شده و به طور نـامنظم و بـه سـرعت 
گردد. عوامل ايجاد كننده اين بيمـاري شـامل تكثير مي

عوامــل متعــدد محيطــي و ژنتيكــي اســت، كــه باعــث 
تليـالي در ايـن ناحيـه هـاي اپيترانسفورماسيون سـلول

ترين علت ايجاد ايـن ترين و شناخته شدهگردد. مهممي
باشـد كـه ) ميHPV( يماري ويروس پاپيلوماي انسانيب

  باشد. در واقع عامل ضروري براي ايجاد اين سرطان مي
هدف اصلي از درمان سرطان توسـط مـواد طبيعـي و 

زايــي كنــد كــردن يــا مهــار فراينــد ســرطانشــيميايي 
باشد. اين نگرش بـه طـور هدفمنـد روي مسـيرهاي مي

هـاي باشد. درمانداخلي غير طبيعي سلولي متمركز مي
رايــج ســرطان دهانــه رحــم داراي اثــرات جــانبي قابــل 
توجهي است. محصولات طبيعي با فتوشيميايي با توجه 

دارويـي كمتـر تر بودن و مقاومـت به مزاياي مانند ايمن
هــاي انــد. تــلاشاي در درمــان پيــدا كردهجايگــاه ويــژه

بســياري در راســتاي توســعه اثربخشــي داروهــاي ضــد 
درصـد داروهـاي  60سرطان گياهي در حال انجام است.

ضد سرطان از منابع طبيعي مشتق شده انـد. داروهـاي 
گياهي سرطان از طريق مهار تكثير سلولي، القا آپوپتـوز 

هاي سيگنالينگ سلولي همچنين تعديل و تنظيم مسير
دهند مكانيسم استرس اكسيداتيو اثرات خود را بروز مي

هاي اخير اسـتفاده از داروهـاي . در نتيجه در سال)14(
طبيعي گياهي براي پيشگيري  و درمان سرطان مطـرح 
شده است. با توجه به اين كه خواص دارويي رزماري بـه 

ت موضوع در اسـتفاده اثبات رسيده است و نظر به اهمي
از گياهـان دارويــي جهــت درمـان ســرطان و بــه دليــل 
شناخت و بررسي اثرات ضد سرطاني اين گيـاه و نقـش 

ها، تحقيق حاضـر بـه آن دركنترل رشد و يا مرگ سلول
بررسي و مطالعه اي اثر عصاره هيدروالكلي اين گياه بـر 

پرداخته اسـت. رده سـلولي  HeLaروي سلول هاي رده 
شده به عنوان مدل كـاملاً شـناخته شـده بـراي  انتخاب

مطالعات سرطان دهانه رحم در خـارج از بـدن موجـود 
زنده كاريرد وسيعي داشته و نتايج حاصل بـر روي ايـن 

نيز بررسي شود   in vivoتواند در شرايط رده سلولي مي
 ضـد اثـرات بـا رابطـه در كنـون تـا كه . مطالعاتي)15(

روي  بر رزماري الكلي عصاره سايتوتوكسيك تكثيري و و
، HL60 ،K562 هاي سلولي سرطاني انساني از جملهرده

MCF7  وMDA-MB-468 ()M14 ،A 375  ـــورت ص
عصاره وابسته به نوع سـلول  IC50 دهدگرفته نشان مي

  .)16( استمتفاوت  مختلف سلولي هايرده در بوده و
نتايج مطالعه تـاي و همكـاران نشـان داد كـه عصـاره 

هاي سرطاني رحم اثر كشندگي مهمي بر سلول رزماري
هـاي انسان دارد. مطالعه مرگ برنامه ريزي شده سـلول

A2780  تيمار شده با عصاره رزماري نشان داد كه بيـان
هاي تنظيم كننده مرگ سلولي برنامـه ريـزي شـده ژن

تحت تيمار رزماري تغيير كـرده اسـت. مطالعـه مـذكور 
هاي سرطاني رحم سلولنشان داد عصاره رزماري تكثير 

انسان را بـا تاثيرگـذاري بـر چرخـه سـلول در فازهـاي 
هـاي كند و اين عمل را با تغيير بيان ژنمتعدد مهار مي

متعدد تنظيم كننده مرگ سلولي برنامه ريزي شده القـا 
ها داراي تـوان كنتـرل و برخي از انگل .)17(كرده است 

تحقيقـات باشند. هاي سرطاني شده ميحتي مهار سلول
هاي مختلـف مالاريـا، اخير نشـان داده اسـت كـه گونـه

هـايي نظيـر ليشـمانيا كـه فاسيولا هپاتيكا و حتي انگل
تواند براي انسان خطرناك باشد، به نوعي در كنتـرل مي

. در مطالعه حاضـر كـه اثـرات )18(سرطان نقش دارند 
هـاي مختلـف تخريبي سموم به دسـت آمـده از غلظـت

انيا مورد ارزيابي قرار گرفت نشان داده عصاره انگل ليشم
هـاي كنتـرل شـده و بـا شد كه ايـن انگـل در مقيـاس

ــد داراي خاصــيت ضــد هــاي مناســب، مــيغلظــت توان
هاي سرطاني گردن رحم باشد. ايـن سرطاني عليه سلول

هـاي در غلظـت MTTدر حالي بود كه، با انجـام تسـت 
هـاي زمـاني مختلـف، مشـخص شـد كـه مختلف و بازه

هـاي هاي بالاي عصاره انگـل ليشـمانيا در زمـانظتغل

  تيمار شده با عصاره ليشمانيا  HeLaي آزمون فلوسايتومتري بر روي رده سلول سرطاني درصد مرگ سلولي مشاهده شده به وسيله -2جدول 
هاي با آپوپتوزجمعيت سلول

 )URنكروز اوليه (تاخيري و 
هاي باجمعيت سلول

  )ULنكروز تاخيري (نهايي) (
هايجمعيت سلول
  )LRبا آپوپتوز اوليه (

جمعيت سلول
  )LLزنده (

  

53  1 3452 559  Events  
30/1  02/0 92/84 75/13  Gated %  
30/1  02/0 92/84 75/13  Total %  
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تـر ساعته، اثراتي به مراتب بيشتر و كشـنده 72طولاني 
داشــت. انگــل  HeLaهــاي ســرطاني رده عليــه ســلول

ليشـــمانيا نقـــش بســـيار مهمـــي در ترشـــح برخـــي 
توانــد داشــته باشــد. هــاي مهــاري آنژوژنــز مــيپروتئين

روق از پـيش يند تشكيل عروق جديـد از عـآآنژيوژنز فر
ترين مكانيسم براي تامين احتياجات شده و مهم تشكيل
هايي است كه در فاصله دورتـري از عـروق خـوني سلول

گرچـه آنژيـوژنژ بـراي بسـياري از د. اموجود قـرار دارنـ
يندهاي فيزيولوژيكي مثل رشد و تكوين، ترميم زخم آفر

باشد، اما در شـرايط پاتولوژيـك و توليدمثل ضروري مي
هاي مزمن د رشد تومور، متاستاز و خيلي از بيماريمانن
. نتايج به دست آمـده )19( كندنقش مهمي ايفا مي نيز 

از اين مطالعه از اثر دهي عصاره ليشمانيا بر رده سـلولي 
هـاي نشان داد كه در غلظت HeLaسرطان گردن رحم 

هاي سرطاني مهار خاصي از عصاره اين انگل، رشد سلول
هاي مـرگ حالي بود كه در برخي غلظت گرديد. اين در

درصـد نيـز  100سلولي به بيشترين حالت خود، يعنـي 
هـاي سـرطاني در نزديك بود و ميزان زنده ماني سـلول

ترين حالت ممكن قرار گرفتند. نتـايج بـه دسـت حداقل
آمده در اين مطالعه نشان از اثر بخشي موثر ايـن انگـل 

هـاي سـرطاني سلولدر كنترل و برخي موارد مهار رشد 
مطالعه حاضر با نتايج به دست آمده از  داشت. مشاهدات

اي كـه بـر خواني داشت. در مطالعهمطالعات مختلف هم
روي نقش انگل ليشمانيا در بروز آپوپتوز صورت گرفتـه 
بود، مشخص شد كه اين انگـل در فعـال كـردن برخـي 
مسيرهاي آپوپتوتيكي نقش بسيار مهمي دارد. اين انگل 

آپوپتـوز  Fas/FasLا فعال كردن مسيرهاي وابسته بـه ب
گردد. انگل سبب فعال شدن مسيرهاي مرگ سلولي مي

ليشمانيا با فعال كـردن مسـيرهاي وابسـته بـه مـرگ و 
 TRAIL/TRAIL-R1همچنين در كنار آن فعال كردن 

ها سبب راه اندازي آبشارهاي آپوپتوتيك در مسـيرهاي 
هاي انجام شده بـر رسي. در بر)20(شود مرگ سلول مي

ــرل  ــير كنت ــمانيا در مس ــل ليش ــي انگ ــر بخش روي اث
توانـد هاي سرطاني، مشاهده شد كه اين انگل مـيسلول

و مسيرهاي آپوپتوز وابسته به  P53مسيرهاي وابسته به 
را نيـز  3و فعال كـردن كاسـپاز Baxميتوكندري مانند 

و  سبب شود. انگل ليشمانيا با قرار گيري در بدن ميزبان
آزاد سازي برخي پـروتئين خـاص، سـبب فعـال شـدن 

 3و فعال شدن مسـتقيم كاسـپاز Bax/Bcl-2مسيرهاي 

هـاي سـرطاني را مجبـور بـه شود. در اين بين سلولمي
كند. با بررسي انجام شده بر ميزان ورود به فاز مرگ مي

و مسـيرهاي  3هاي دخيل در كد كردن كاسپازبيان ژن
شــد كــه بــا حضــور و مشــخص  Bax/Bcl-2دخيــل در 

ــردن  ــالا ب ــين ب ــل و همچن ــن انگ ــت اي ــزايش فعالي اف
هـاي هاي دوز تزريقي به ميزبان، ميزان بيـان ژنغلظت

دخيل در مسيرهاي مرگ سلولي تحت تاثير قرار گرفت. 
هاي فعالي را توليد كند كه كيناز تواندانگل ليشمانيا مي

در اثرات مطلوبي را بر مهار تشكيل آنژوژنـز شـود. ايـن 
حالي است كه اين انگل يكي از مسيرهايي كه اين انگل 

هاي سـرطاني مي تواند به واسطه آن تسريع رشد سلول
باشـد. را مهار كند، مسيرهاي وابسته به آنژيوژنزهاي مي

در برخي از مطالعات بيـان شـده اسـت كـه ايـن انگـل 
ممكن است با اثرات كينازي ضد سرطاني خـود، برخـي 

  .)21(د سلول را فعال كند مسيرهاي مهاري رش
هـاي دخيـل هنوز به روشني مشخص نيست مكانسيم

روز در ساز و كار دخالت انگل ليشمانيا در بروز يا عدم بـ
ســرطان بــه چــه نحــوي اســت، امــا بــا بررســي برخــي 
متغيرهاي غير مستقيم، از قبل فعاليت و حضـور برخـي 

 هاي دخيل در راه اندازي آبشـارهاي وابسـتهاينترلوكين
ه، كـتواند اين امر را در ذهن پررنگ كند به آپوپتوز، مي

اين انگل در شرايطي كنترل شده، قادر به تنظيم برخي 
باشـد. مسيرهاي نكروز، آپوپتوز و مسيرهاي جانبي مـي

ــد ايــن نكتــه را فرامــوش كــرد كــه حضــور  البتــه نباي
هاي سمي و ترشحي انگل ليشمانيا در فازهـاي پروتئين

نـامطلوبي را بـه واسـطه فعـال كـردن  حاد و مزمن، اثر
ــر بــدن و هــاي كــاپوننتي فعــال مــيسيســتم تواننــد ب

 بيولـوژي در هـاگليكـوپروتئين هاي بدن بگذارند.سلول
 ايمنـي پاسـخ احتمـالي القـاي در همين طور و هاانگل

هـايي مولكـول عنـوان بـه از ايـن رو. دارند نقش ميزبان
  .)23 و 22( باشندمي مطرح هاسرطان درمان جهت

تحـت ) HeLa( هـاي سـرطانينتايج نشان داد، سلول
وابسـته بـه دوز را نشـان  و هاي بـارزعصاره تفاوت اثيرت

دوز كمتـرين  يشبا افـزا و دادند. به طوري كه به تدريج
هـاي سـرطاني درصد زيستايي مشاهده شد؛ امـا سـلول

 .ندادنـد ثير عصاره تغييرات مشخصـي را نشـانبدون تأ
 24انكوباسيون  نتايج نشان داد كه در زمانآناليز آماري 

وز عصاره رزمـاري در ساعته درصد زيستايي با افزايش د
كاهش يافت. بـه طـوري كـه درصـد  HeLaرده سلولي 
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ميلي گرم برميلي  50درصد (در غلظت   64زيستايي از 
ميلي گرم برميلـي  200درصد (در غلظت   33ليتر) به 

از نظر آمـاري معنـي ليتر) كاهش يافت كه اين اختلاف 
سـاعته كـاهش  48در انكوباسـيون  ).p>05/0دار بود (

وابسته به دوز مشاهده شـد. بـه طـوري  درصد زيستايي
ميلي گرم  50درصد (در غلظت  49 كه درصد زيستايي

ميلـي گـرم  200درصد (در غلظـت   9برميلي ليتر) به 
ساعته نيز  72در انكوباسيون برميلي ليتر) كاهش يافت. 

  د.درصد زيستايي مشاهده ش كاهش
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